












スポーターファミリー（Solute Carrier 10A、SLC10A）に属する。SLC10A には、
SLC10A4 の他に 5 つの遺伝子、すなわち SLC10A1、SLC10A2、SLC10A3、
SLC10A5 そして SLC10A6 が属し、さらに A1, A2, A4, A6 はサブファミリーを
形成している。SLC10A ファミリーは、動物、植物、微生物で 50 以上のメンバ
ーが報告されており、特徴的なドメイン：SBF (pfam01758)が保存されている。
Figure 1 に示すように、SLC10A1、A2、A6 は、bile acid、bile acid sulfate およ
び steroid sulfate 等を基質とすることが知られているまた、SLC10A4 は系統学
的に SLC10A1、SLC10A2 および SLC10A6 と 53.5%、54.4%および 51.5%の類
似性を持つ。 
 
Figure 1. Phylogenetic tree and substrates of SLC10 family. 
 
このような高度な類似性を持つにも関わらず、CHO 細胞、HEK293 細胞およ
びアフリカツメガエルにラット Slc10a4 を強制発現させた系において、bile acid
および steroid sulfate が輸送されないことが報告されている。一方、Slc10a4 タ
SLC10A4: Taurocholate (n.t.), E3S (n.t.), DHEAS (n.t.), PREGS (n.t.) and choline (n.t.)
SLC10A1: bile aicd (cholate, taurocholate, glycocholate, taurochenodeoxycholate, 
taurodeoxycholate, tauroursodeoxycholate, taurohyodeoxycholate and 
tauromurocholate) 
bile acid sulfate (chenodeoxycholate-3-sulfate) 
steroid sulfate (E3S and DHEAS)
SLC10A2: bile aicd (cholate, taurocholate, chenodeoxycholate, 
taurochenodeoxycholate, glycochenodeoxycholate, deoxycholate, 
taurodeoxycholate, glycodeoxycholate, ursodeoxycholate, 
tauroursodeoxycholate and glycoursodeoxycholate)














SLC10A2 および SLC10A6 と比較し、SLC10A3、SLC10A5 および SLC10A4
の N 末が 70 残基以上長いことが予測された。 




ることから、TE671 細胞に SLC10A4 が発現している可能性が示唆された。以





ロンビンを TE671 細胞に用いたところ、イムノブロットにて、SLC10A4 が切
断され、低分子量側 (35-kDa)に新たなバンドの出現を確認した。SLC10A4 は
437 残基のアミノ酸から構成され、88-437 残基のペプチドは計算上、38-kDa と
なり、35-kDa に検出されたタンパク質に一致する。1 次抗体は、抗 SLC10A4-C
末抗体であったため、トロンビンにより SLC10A4 の N 末が切断され、細胞か
ら切り離されたことが示唆された。次に、免疫蛍光染色を 1 次抗体として、抗
SLC10A4-C 末抗体に加え、抗原配列が SLC10A4 の 2-51 残基のペプチドである
抗 SLC10A4-N 末抗体を用いて行った。両抗体で細胞膜非透過性条件下で染色し
た結果、TE671 細胞がリング状に染色されたことから、細胞膜に SLC10A4 が
発現していることが示唆された。また、トロンビン処置を行うことにより、抗
SLC10A4-N 末抗体の反応性は減少した。定量解析を行ったところ、染色性は 56
±2.0 a.u.から 37±0.7 a.u.に減少した。以上より、TE671 細胞の細胞膜に発現






基質には lithocholic acid (LCA)、taurocholic acid (TCA)、chenodeoxycholic acid 
(CDCA)、deoxycholic acid (DCA)および estrone-3sulfate (E3S)を選択した。基
質の取り込み実験の結果、トロンビン前処置により LCA および TCA の取り込
み量が亢進した。トロンビン前処置により増加した取り込みは、ミカエリスメ
ンテン式により、LCA; Km = 1300 nM、Vmax = 490 pmol/mg protein/30 sec、
TCA; Km = 520 nM、Vmax = 1.2 pmol/mg protein/30 sec がそれぞれ導出された。
この TCA の Km を論文検索により比較したところ、既存のトランスポーターの
Km (BSEP; 4.25 µM、MRP3; 30 µM、NTCP; 6.2-11 µM、ASBT; 9.4-60.2 µM、
OATP1A2; 60-64 µM、OATP1B1; 10-33.8 µM、OATP1B3; 5.8 µM、OATP2B1; 
71.8 µM、および OATP4A1; 14.9 µM)より著しく低かった。一方、トロンビン前
処置により CDCA、DCA および E3S の取り込み量に差はみられなかった。従っ
て、トロンビンにより亢進される輸送は、基質特異性を持つトランスポーター
が関与し、また低い Km 値を示すことから高親和性であることが示唆された。 
続いて、トロンビン前処置により亢進する LCA および TCA の取り込みに
SLC10A4 が関与していることを証明するために、RNA 干渉を用いて SLC10A4
をノックダウン後に、基質の取り込み量を評価した。SLC10A4 をノックダウン




えられ protease-activated transporter であると考えられる。本研究により示され
た結果から予測される SLC10A4 を介した基質輸送メカニズムを Figure 2 に示
す。SLC10A4 は通常、右に示すように N 末が基質の輸送を阻害しているが、ト
ロンビンにより N 末が除去され、左の SLC10A1、SLC10A2 および SLC10A6
と同様に基質の輸送能を獲得することが示唆される。 
 
Figure 2. Schema of the predicted transport mechanism via the SLC10A4 
transporter. 
 
LCA は細胞内の caspase-8 を活性化し、アポトーシス誘導作用を示すことが
知られている。TE671 細胞への細胞死誘導作用を評価するために MTT assay に
供した。SLC10A4 の生理的役割を探索するために、LCA のアポトーシス誘導作
用を評価した。TE671 細胞に対する LCA の細胞死誘導作用を MTT assay にて







本研究により、SLC10A4 はプロテアーゼにより活性化する protease-activated 
transporter であり、そのミカエリス定数は既存の胆汁酸トランスポーターより
低く、高親和性の胆汁酸トランスポーターであることが示唆された。 
SLC10A1, SLC10A2, SLC10A6 and 
cleaved SLC10A4：
These transporter possess bile acid transport 
activity and relatively short extracellular N-terminus.
SLC10A4；
The transporter don’t possesses bile acid transport 
activity. This phenomenon may be attributed to 





論 文 審 査 結 果 の 要 旨 
 
論 文 提 出 者： 阿 部 拓 哉       論 文 審 査 委 員（主査）：富 岡 佳 久 
 
論  文  題  目： 脳局在型胆汁酸トランスポーターSLC10A4 の機能解析 
 
 本論文は、機能が不明であったトランスポーターSLC10A4 の N 末側アミノ酸構造に着目
し、トロンビンによって活性化される型のトランスポーターであることを明らかにしたも
のである。 
 SLC タンパク質スーパーファミリーは 300 以上のタンパク質で構成され、細胞内外の物




の細胞外 N 末側構造が同ファミリーである SLC10A1、10A2 あるいは 10A6 に比べて 70
残基ほど長いことに着目し、その構造と機能を明らかにすることを目的とした。はじめに、
培養細胞ライセートをウエスタンブロット法により検索したところ、ヒト小脳由来 TE671
細胞における SLC10A4 の発現をはじめて見出した。続いて細胞外 N 末側配列を切断する
酵素及び切断部位を検索したところ、SLC10A4 の Arg87-Pro88にトロンビンの認識配列を
認めた。そこで TE671 細胞をトロンビン処置後に細胞ライセートを調製し、ウエスタンブ
ロット法にて解析したところ、38 kDa の SLC10A4 のバンドが新たに検出されたことから、
実験的に SLC10A4 の細胞外 N 末側構造内にトロンビン切断部位があることを示した。ま




（TCA）の取込量が亢進することを示した。この取込は、SLC10A4 に対する siRNA を用
いてノックダウンすると消失した。一方、ケノデオキシコール酸、デオキシコール酸、エ
ストロン 3-硫酸の取込量は、トロンビン処置によって変化しなかった。今後、他の細胞株
を用いた検討、in vivo での検討、さらには基質候補となる化合物あるいはアソシエートす
る分子等に関する詳細な研究の進展に繋がることが期待される。 
以上より、SLC10A4 にはトロンビンで活性化される胆汁酸トランスポーターという機能
を有することをはじめて明らかにした。よって、本論文は博士（薬学）の学位論文として
合格と認める。 
